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(S3) R6acttf et m^thode d f utilisation de celul-cl pour la numeration automatlque des leucocytes 
basophlles du sang en appareils de mesure par variation de leur r6sfstivH6. 



@ L'invention concerne un r6actif et une methode d'utilisation de celui-ci pour la determination 
automatique de la population des leucocytes basophiles du sang. 

L'invention oonceme plus particuli&rement une nouvelle formulation d'un r6actif lytique drff6rentiel ( 
qui lyse toutes les cellules sanguines sauf les basophiles, particulierement adaptte au princip d 
mesure par variation de r6sistivit6, e'est & dire que les concentrations des constituents et le pH de la 
solution sont apdaptes pour assurer une bonne conductivity eiectrique du milieu. 

Le reactif de l'invention trouve son application dans les appareils de determination automatique des 
formulas sanguines, par mesures de variations de r6sistivite. 
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REACT! F £T METHODE D'UTILISATION DE CELUl-CI POUR LA NUMERATION AUTOMATIQUE 
DES LEUCOCYTES BASOPHILES DU SANG EN APPAREILS DE MESURE PAR VARIATION DE 

RESISTIVITE 



^invention a pour objet I'analyse de formules sanguines par comptage et discrimination d'au-moins une 
sous-population ieucocytaire et concerne pius particuliferement un r6actif etune methode d'utilisation de celui-ci 
pour la numeration des granulocytes basophiles en cytometric de flux par mesure de r6sistrvit§. 

L'importance diagnostique de la determination precise des differentes population leucocytaires est recon- 
nue depuis longtemps, en effet, I'apparition de rapports leucocytaires anomnaux peutdtrecorr6l6e d I'apparition 
5 de diverses maladies. 

Les m6thodes traditionnelles de coloration sp6cifique et I'observation au microscope permettaient d£j& de 
distinguer tous les types de leucocytes, c'est a dire les granulocytes (basophiles, eosinophils et neutrophiles) 
et les agranulocytes (monocytes et lymphocytes), mais leur mise en oeuvre est trfes longue. 

Divers appareils automatiques sont d6j& commercialises qui permettent le comptage des differentes popu- 
10 lations leucocytaires du sang total et divers reactifs et colorants ont ete mis au point pour Stre utilises dans 
ces appareils. 

Ainsi on peut mesurer les tallies des cellules, apr£s lyse differentielle de leur cytoplasme, soit par mesure 
de variations de r6sistivit6 (comme d6crit, par exemple, dans le brevet WO 84/03771) soit par mesure de dif- 
fraction optique (comme d6crit par exemple dans le brevet US 3.740.143) ; on peut aussi effectuer des colo- 
rs rations (enzymatiques ou non) specifiques des diff6rents types cellulaires, et particulterement des trois types 
de granulocytes, puis mesurer les tattles et densites optiques des cellules & differentes longueurs d'onde (bre- 
vet US 3.740.143). 

Le comptage des granulocytes basophiles est particulterement deiicat parce que ce type de cellule ne 
repr6sente que 0,5 £ 1 % des globules blancs. 

20 Les granulocytes basophiles se distinguent par leur contenu 6lev6 en heparine, un polysaccharide sulfate 

qui peut dtre r6v6ie par des colorants de la famille des phtalocyanures comme le Bleu Alcian ou le Bleu Astra. 

La coloration des granulocytes basophiles au Rouge Neutre, classiquement utilisSe en methode manuelle, 
peut aussi dtre combin6e au traitement de lyse differentielle des leucocytes pour 6tre utilis6e en appareil auto- 
matique (brevet US 3.740.143). 

25 La demande de brevet europ6en 0.177.137 d6crit un r6actif lytique qui permet la destruction progressive 

de toutes les cellules sanguines a Texception des basophiles. Ce r6actif endommage les membranes cellulaires 
ce qui entraine la fuite du cytoplasme. A differents intervalles de temps on voit disparattre les differents types 
cellulaires c'est a dire successivement les erythrocytes, les lymphocytes, les 6osinophiles, les neutrophiles 
et les monocytes. Apr6s 80 secondes, seuls les basophiles conservent leur taille et leur morphologie normales. 

30 Le principe actif de ce r6actif est un melange de surfactant et d'acide dilu6. Ce melange doit etre utilise dans 
une gamme etroite de pH comprise entre 1,8 et 2,3. 

Ce r6actif donne de bons risultats dans les appareils de comptage par lecture optique mais il n'est pas 
adapts aux mesures par r6sistivit6 ; en particulier. it pose un probldme important d'encrassement de I'orifice 
de comptage de I'appareil, la destruction des membranes des h6maties n'etant pas complete. 

35 Le principe de numeration cellulaire par r6sistivite repose sur le maintien d'un champ eiectrique ou est 

entretenu uncourant constant ; le passage d'une cellule dans ce champ provoque une augmentation de la ten- 
sion necessaire au maintien du courant constant (selon la loi d'Ohm). L'impulsion de tension g6n6r6e par le 
passage d'une cellule (et qui constitue la mesure enregistree par I'appareil) est proportionnelle & la resistance 
oppos6e ( done au volume de la cellule, ind6pendamment de sa forme. Ce mode de detection ne s'applique 

40 doncqu'a des cellules pr6alabiementtrait6es (plus particulifcrement parcytolyse differentielle) pour obtenir une 
discrimination tr&s nette des tail les des sous-populations. 

Cette methode est d'un emptoi trds simple puisqu'il n'est pas n6cessaire de colorer les cellules. 
La Demanderesse a mis au point une nouvelle formulation du r6actif de lyse differentielle qui preserve les 
granulocytes basophiles pour permettre son utilisation dans les appareils de mesure par r6sistivit6. 

45 Ainsi le r6actif selon la pr6sente invention comprend un surfactant de type ether de polyoxy6thyi£ne 

(comme le Brij 35 ou 23-laury1-6ther) £ une concentration comprise ntre 1 et 5 g/l et un melange d'acide phta- 
lique £ une concentration de 0,5 £ 1,5 g/l et d'HCI 0,25 mM. L s concentrations relatives des differents cons- 
tituants sont ajustees pour rtaliser un pH compris entre 2,5 et 3,2. 

La Demanderesse a constate qu'on am61iorait la sensibility de la detection en ajoutant au reactif du SDS 

50 (dod6cyt sulfate de sodium), £ une concentration comprise entre 50 et 300 mg/1 f comme agent denaturant des 
proteines ce qui diminue la formation de d6p6ts dans Instrument de mesure ; en outre le SOS acceiere la lyse 
des cellules. 
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Le reactif sera avantageusement additionne d'un agent antioxydant comma I'hydroxytoluene butyle ou 
BHT (CnHeO-di-tert-butyl-4-methylphenol) £ une concentration de 10 & 30 mg/I. 

Ainsi seton un mode prefer6 de Invention, le reactif comprend les constituants suivants : 
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Selon un mode de realisation de I'invention, le reactif peut encore etre additionne de Bleu Astra, colorant 
specifique des granules d'heparine, qui assure une meilleure fixation de ceux-ci. 

^invention concerne egalement une methode d'utilisation de ce reactif en appareil automatique & cytome- 
trie de flux, par mesure de resistivite, pour la determination des leucocytes basophiles. 

La methode selon I'invention comprend la mise en contact de I'echantillon sanguin a etudier et du reactif, 
dans une enceinte thermostatee & une temperature comprise entre 30 et 40°C pendant une duree de 5 k 30 
secondes (la temperature et le temps de contact etant ajustes, en fonction inverse I'un de I'autre). 

La methode comprend ensuite la detection des cellules intactes, c'est k dire les basophiles, par une mesure 
de resistivite dans un appareil de detection approprie et I'enregistrement de ces mesures sous forme d'histo- 
25 gramme. 

La figure est un histogramme representatif obtenu par la mise en oeuvre de la methode selon I invention 
sur un echantillon de sang normal. 

L'exemple suivant illustre un mode de realisation de ('invention sans toutefois en limiter la portee. 

30 Exemple 

Les concentrations suivantes des divers constituants sont calculees pourla pr6paration d'un litre de reactif: 
Brij 35 2,5 g 

acide phtalique 0,9 g 

35 HCI-1N 0,25 ml 

SDS 200 mg 

hydroxytoluene butyle 25 mg 
Eau distillee ajuste & 1 litre 

Le pH est maintenu & 2,7 (entre 2,5 et 3,2) 

Le reactif peut etre additionne de Bleu Astra, £ une concentration de 10 a 100 mg/I ; dans les conditions 
de pH choisies le Bleu Astra est soluble et stable. 

Ce reactif peut etre utilise dans tout appareil de comptage automatique des globules sanguins base sur 
le principe de la mesure de resistivite [par exempie ABX modele 504F]. La tension des electrodes est ajustee 
3 100 V. 

Uappareil est regie pour mettre en contact un echantillon de 15 ^ de sang total et 2 ml de reactif. Ce 
melange est realise dans une enceinte thermostatee & une temperature de 40°C pendant 17 secondes. (On 
obtient le meme resultat en diminuant la temperature et en augmentant le temps de contact et vice et versa). 

Le reactif provoqiie une lyse immediate des globules rouges puis une lyse progressive de tous les autres 
types de globules k Texception des granulocytes basophiles. Apres 30 secondes de contact a 40°C on peut 
verifier par determination manuelle et observation au microscope que tous les basophiles ont conserve une 
morphologie intacte. Quand le reactif contient du Bleu Astra, la coloration des basophiles est proportionnelle 
& la concentration de Bleu utilisee. 

Un histogramme representatif d'un echantillon de sang normal est presente sur la figur 1 : la courbe 1.1 
represente la determination effectuee dans du milieu sans SDS ni Bleu Astra et 6 pH 1,9 ; on observe que les 
residus de membrane d'hematies genent la m sure de resistivite. La courbe 1.2 represente la determination 
effectue dans le reactif de la presente invention ; la zone A correspond aux noyaux des cellules lysees ; la zone 
B correspond aux leucocytes basophiles dont le cytopfasme est intact 
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Revendications 

1. R6actif lytique differentiel pour la num6ration des leucocytes basophiles du sang dans un analyseur auto- 
matique par mesure de rtsistivit6 t caract6ris6 en ce qu'il comprend 

- un surfactant de type 6ther de polyoxy6thyl6ne 

- un melange d'acide phtalique - HCI 

- du SDS (dodecylsulfate de sodium) 

- un antioxydant de type hydroxytolufcne butyl6, en ce que son pH est compris entre 2,5 et 3 ? 2 et qu'il est 
6lectriquement conducteur. 

2. - R6actif selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que le surfactant est du Brij 35 d une concentration 
finale comprise entre 1 et 5 g/I. 

3. - R6actif selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce que le m6lange d'acide comprend de I'acide 
phtalique d une concentration finale de 0,5 d 1,5 g/l et de I'HCI a une concentration finale de 0,25 mM. 

4. - R6actif selon Tune quelconque des revendications 1 & 3 caract6ris6 en ce qu'il contient du SDS & une 
concentration finale comprise entre 50 et 300 mg/l. 

5. - R6actif selon Tune quelconque des revendications 1 Si 4 caract6ris6 en ce qu'il contient de Phydroxy- 
tolu6ne butyl 6 & une concentration finale de 10 k 30 mg/l. 

6. - rtactif selon Tune quelconque des revendications 1 & 5 caract6ris6 en ce au'il contient du Bleu Astra 
d une concentration comprise entre 10 et 100 mg / 1. 

7. - M6thode de num6ration en appareii automatique en cytom6trie de flux de la population de leucocytes 
basophiles du sang, caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'un 6chantillon de sang avec le r§actrf selon Tune quelconque des revendications 1 
& 6, dans une enceinte thermostat6e, 

- la detection des cellules intactes c'est d dire des basophiles par mesure de variation de r6sistivit6, 

- I'enregistrement de cette mesure sous forme d' histogramme. 

8. - M6thode selon la revendication 7 caract6ris£e en ce que la mise en contact du sang et du r6actif est 
effectu6e & une temp6rature comprise entre 30 et 40 °C et pendant une dur6e de 5 d 30 secondes. 
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